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1| USO DE MODELOS ANIMAIS EM
ESTUDOS DE IRRADIAGAO

Os estudos de irradiacéao
comecaram na década de 1950 devido a
necessidade de tratamento as pessoas
que foram atingidas pela irradiacdo

produzida pelas bombas nucleares em

Data de aceite: 03/07/2023

Hiroshima e Nagasaki. Desde entéo,
muitas pesquisas estdo sendo realizadas a
fim de se estudar os efeitos da irradiacao
em diferentes 6rgéos, sendo o transplante
de medula 6ssea (TMO) um dos principais
alvos de estudo. O TMO consiste na
infusdo de células-tronco hematopoiéticas
provenientes de um doador, que pode
ser autélogo ou heter6logo, logo apés a
deplecdo da medula 6ssea doente através
de tratamentos citorredutores, tais como a
quimioterapia e a radia¢do. O primeiro TMO
clinico foi realizado em 1957, por Donnall
Thomas, que administrou a seis pacientes
células hematopoiéticas extraidas da
medula 6ssea de cadaveres adultos e
fetais, para o tratamento de neoplasias,
em especial as hematologicas. Até os dias
atuais, continua sendo o procedimento
mais utilizado para o tratamento das
neoplasias hematoldgicas, tais como
leucemias e linfomas (DURAN-STRUUCK;
DYSKO, 2009).

Desde a década de 1950, inumeros
biomodelos estdo sendo utilizados para a

pesquisa dos mecanismos envolvendo o
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TMO, que versam desde os conceitos-chaves sobre hematopoiese, envolvendo composicéo
dos nichos medulares, bem como os mecanismos de tolerancia a rejei¢cdo ao transplante,
um novo e importante campo de pesquisa que desdobrou desses estudos iniciais. Um
fendmeno muito comum apéds a ablagao das células hematopoiéticas com quimioterapia ou
radioterapia, seguida da inje¢cdo de células-tronco hematopoiéticas, é a apresentacdo de
reacoes sistémicas de rejeicdo, chamada de doencga do enxerto contra o hospedeiro (DECH,
do inglés: graft-versus-host disease - GVHD) (HILL; FERRARA, 2000; COPELAN, 2006).
A DECH é definida como uma resposta imune acentuada e estimulada pelo dano tecidual
resultante da quimioterapia ou radioterapia pré-transplante, porém muito importante para
a cura do paciente, pois niveis baixos dessa reacao sdo importantes no reconhecimento
e ativacdo de morte das células neoplasicas, garantindo o sucesso do TMO e cura do
paciente. Essa ideia de destruicdo do tumor pelo proprio sistema imune foi originalmente
explorada por Burnet (1970). Entretanto, rea¢des exacerbadas causam DECH e, devido a
esse ténue balanco, esse modelo virou alvo de muitos estudos em diferentes biomodelos,
entre eles roedores, canideos, lagomorfos e primatas (REKERS, 1948 e 1950; LORENZ et
al., 1951; OSSETROVA et al., 2014).

Com relagéo a sensibilidade a radiagao das diferentes linhagens de camundongos,
BALB/C e CBA/J séo as mais sensiveis, tolerando cerca de 8Gy em irradiacdo de dose
Unica (fotal body irradiation — TBI) (CUI et al., 2002). As linhagens murinas mais resistentes
aradiagdo sao 129/J, MA/J, SJL/J, ST/ e P/J (RODERICK, 1963; YUHAS; STORER, 1969).
Entretanto, foi observado que algumas dessas linhagens sofrem influéncia da sazonalidade,
com menor resisténcia a radiacdo durante o verdo, quando a sobrevida chega a reduzir
para cerca da metade do tempo esperado para o periodo de inverno (RODERICK, 1963). A
Tabela 1 resume a taxa de sobrevivéncia de diferentes linhagens frente a irradiagao diaria
de 1Gy.

Dentre as linhagens mais empregadas na experimentacao animal, a C57BI/6 e o
C3H/HeN séo mais tolerantes que o BALB/C, e as linhagens derivadas de cruzamentos
heterélogos sdo ainda mais resistentes, e costumam ser muito utilizadas em modelos de
DECH, como a B6D2F1, que chega a tolerar 15Gy de TBI (REDDY et al., 2008). O C3H/
HeN n&o é muito sensivel a radiacéo de dose Unica, entretanto, quando irradiado com um
regime de condicionamento de baixa dose fracionada, passa a ser susceptivel (CUI et al.,
2002).

Um outro tipo de condicionamento utilizado para o TMO é a utilizagdo de radiagéo
fracionada, que, em comparacgéo a radiacéo de dose Unica, induz menos leséo e parece ser
mais efetiva no tratamento de tumores sélidos, enquanto a radia¢do de dose Unica parece
ser mais eficaz para o tratamento de leucemias (BUCHALI et al., 2000). Pesquisadores
realizaram trabalhos nos quais observaram o melhor tempo de intervalo entre as irradia¢des
durante o regime de condicionamento. Os resultados mostraram que duas doses iguais de

6Gy ou 6,5Gy, com intervalo de 4h, produziram menor mortalidade e melhor pega da medula
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Ossea enxertada quando comparadas ao regime de dose Unica, utilizando camundongos
C57BL/6 e C3H/HeN. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa nos TMO quando
foi utilizado o regime de condicionamento de radiagdo de dose unica de 9,5Gy ou duas
doses fracionadas de 5, 5,5, 6, 6,5 ou 7Gy (KUSHIDA et al., 2001; CUI et al., 2002).

Outras possibilidades de regimes de condicionamento foram testadas, e resultados
promissores também foram obtidos quando o fracionamento foi realizado em 3 doses
de 2,5Gy durante o intervalo de 24h em camundongos BALB/c (PIERCE et al., 1985). O
mesmo regime de condicionamento também tem se mostrado eficaz no tratamento em
humanos, e o fracionamento tem permitido a utilizacdo de doses maiores de irradiacao
(8-10Gy) como forma de aumentar a sobrevivéncia dos pacientes e diminuir a chance de
recaidas (MORGAN et al., 1996; BUCHALI et al., 2000).

2| SINDROME AGUDA DA RADIAGAO

A irradiac@o possui duas principais fun¢des antes do transplante de medula 6ssea
(TMO): imunossupressao do organismo receptor e eliminacdo das células neopléasicas.
Uma acgéo direta da irradiagdo é a lesdo das membranas celulares e do material genético,
ativando o mecanismo de morte programada. A lesédo de varias células concomitantemente
gera um acumulo de debris, proteinas e moléculas que sobrecarregam os sistemas de
depuracado do corpo. O balanco entre a dose ideal de irradiacdo que mate o tumor sem
gerar excesso de restos metabodlicos € um limite ténue, e, por isso, ha um grande esforco
para se criar sistemas de monitoramento de modo a mapear, descrever e caracterizar 0s
principais sinais decorrentes da irradiagdo em animais experimentais e humanos.

A sindrome aguda da irradiagdo (SAR) é caracterizada pela disfungdo multiorganica
progressiva de dois ou mais 6rgdos ap6s a exposicéo a radiagao ionizante. Essa disfuncéo
leva a expressao de varias sub-sindromes que acometem os diferentes 6rgdos de maneira
e tempo dependentes, em que 0s principais sistemas afetados sdo: hematopoiético,
gastrointestinal e neurovascular. As lesdes no sistema gastrointestinal costumam aparecer
primeiramente (2 dias), seguidas dos sintomas hematopoiéticos e neurovasculares,
este Ultimo apds 2 semanas, quando empregada até 4Gy em humanos. Considerando
doses de radiacdo mais altas, a sindrome gastrointestinal e hematopoiética aparecem
concomitantemente com o inicio dos sintomas neurovasculares, a partir de 16 horas em
doses entre 6-7Gy. Acima de 12Gy, as trés sindromes aparecem simultaneamente, duram
cerca de 4 dias e reaparecem em 2 dias, ou seja, 6 dias ap0s a exposicédo inicial a radiagédo
(WASELENKO et al., 2004).

Em camundongos, o comportamento é bem semelhante, e a presenca de diarreia
€ um dos principais sinais gastrointestinais observados. Algumas outras lesdes relatadas
apds airradiacdo em camundongos, principalmente quando realizadas de forma fracionada,

sd@o: pneumonia intersticial idiopatica, lesdo gastrointestinal e formacao de catarata tardia
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(CUl et al., 2002; NASERIAN et al., 2018).

A gravidade da SAR depende da dose geral, taxa de dose, qualidade da radiacéo e
proporgao do corpo que € irradiado. A SAR geralmente progride através de 4 fases clinicas:
prédromo, laténcia, doenca e recuperacao ou morte. O aumento das doses de radiacédo
causa destruicdo completa da medula 6ssea, descamacéo da camada mucosa do sistema
gastrointestinal, queimaduras na pele e colapso dos sistemas neurolégico e cardiovascular,
resultando em morte (DICARLO et al., 2011)

3| CONDICOES IDEAIS PARA PESQUISA COM MODELO ANIMAL DE
IRRADIAGAO

Experimentos com irradiacao requerem um cuidado pré e pos-irradiagdo, que visam
assegurar o sucesso experimental. Dessa forma, serdo elencadas as condices gerais nos
cuidados pré-irradiacao, durante e pos-irradiacéo.

a. Dentre os cuidados pré-irradiacdo, ressaltam-se:

+  Os animais devem ter seu peso e temperatura auferidos assim que chegarem
ao biotério de experimentacao e, assim, continuarem sendo monitorados até o
inicio do experimento, a fim de que seja determinado o peso inicial e seja esta-
belecido um padréo de recuperacgéo a ser alcangado nas semanas seguintes.

+  Os animais devem ser acondicionados em gaiolas microisoladoras e ventilados
individualmente, sendo utilizado filtro HEPA para filtragem do ar. A sala que
abriga os animais irradiados deve ser mantida, preferencialmente, em pressao
positiva relativa ao corredor, a fim de minimizar a entrada de aerossois conten-
do patégenos.

+  Os alimentos, agua, caixa, maravalha devem ser todos esterilizados e deve-se
implementar procedimentos de barreira rigorosos. Os camundongos devem ser
livres de patdgenos especificos (SPF — specific pathogen free) e ser mantidos
nessas condi¢cbes até o final do experimento, como forma de minimizar o risco
de infecgoes.

+ Astrocas de cama das gaiolas devem ser feitas em estacdes de fluxo laminar
ou cabines de troca, e 0s manipuladores devem utilizar todos os equipamentos
de protecao individual (luva, touca, méscara cirurgica) a fim de minimizar os
riscos de transmisséo de patdgenos aos animais.

+  Os camundongos devem ser tratados com antibiético que elimine as bactérias
gram negativas do trato gastrointestinal, tais como Pseudomonas aeruginosa,
a fim de evitar complicacdes decorrentes da irradiagéo, tais como infecgbes e
ulceragdes intestinais. O tratamento deve comecgar na semana que antecede
a irradiacdo, permanecendo por 2 semanas apos a irradiagéo, totalizando 3
semanas de tratamento.

O antibi6tico sera selecionado pelo investigador em consulta com o médico vete-
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rinario do projeto. Dentre as opcdes de antibidticos, os empregados nesses
casos para camundongos sdo (GOURDON; JIMENEZ, 2014):

1. Enrofloxacina 0,25 a 0,5mg/mL na agua de beber.
2. Neomicina 1,1 mg/mL na agua de beber.

3. Sulfametoxazol com Trimetoprima em suspensao oral, misturado com agua de
beber até uma concentracdo final de 0,65 a 1,6mg/mL (dosagem de 100 a
250mg/kg de peso vivo/24horas).

Obs: importante considerar a quantidade de agua por animal. Para camundongos, €
considerada a ingestao de 15mL/100g/24horas = 150mL/kg/24h.

« Alguns pesquisadores aconselham acidificar a agua (pH 2,5 a 3,0) para impedir o
crescimento de bactérias gram negativas (DURAN-STRUUCK; DYSKO, 2009).

b. Dentre os cuidados durante a irradiacdo, ressaltam-se:

Imediatamente antes da irradiacdo, caso seja usado um irradiador de pequeno
porte, é aconselhavel que o0s animais sejam sedados, a fim de minimizar algum
desconforto proveniente do irradiador, caso eles fiqguem enclausurados, ou se-
jam rotacionados durante o processo.

+  Fornecer 1ml de fluidos isoténicos estéreis (de preferéncia aquecidos a tempe-
ratura corporal), por via subcutanea, imediatamente antes ou apds a irradiacéo,
e repetir apods 24 horas.

» Realizar analgesia com drogas de agéo central para alivio de dor (exemplo,
carprofeno 5mg/kg SC SID).

»  Realizar cuidado de ferida na pele (pomada sulfadiaziana de prata).

c. Dentre os cuidados pos-irradiacao, ressaltam-se:

+  Os cuidados de acondicionamento, manipulacéo, hidratacao e antibioticotera-
pia j& mencionados sao mantidos apds a irradiacéo.

* A alimentag@o deve ser amolecida e oferecida dentro da caixa, bem como a
agua também podera ser ofertada em formato gelatinizado, pois os animais
ficam debilitados nos primeiros dias ap6s o transplante e sentem dificuldade
em se deslocar e de se alimentar quando ra¢des endurecidas tradicionais sao
utilizadas.

+  Os animais devem ser monitorados diariamente, através de ficha contendo os
parametros para avaliagdo clinica e comportamental, que serdo mencionados
na secao a seguir. Nos primeiros 15 dias apoés a irradiagéo, é importante que o
monitoramento seja feito duas vezes ao dia, devido ao grau de invasividade do
procedimento de radiagéo e o tempo necessario para a recuperac¢ao do animal,

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 12 172



caso esse esteja participando de um protocolo de TMO ou DECH.

4| PONTO FINAL HUMANITARIO EM MODELOS PARA IRRADIAGAO

O ponto final humanitario dos estudos experimentais é necessario para garantir o
bem-estar animal, e varios critérios de intervengdo vém sendo utilizados como forma de
minimizar o distresse, a dor e sofrimento animal. Nesse sentido, cada vez mais tem-se
tentado sistematizar e quantificar elementos subjetivos como dor e sofrimento de forma a
mensurar 0s sinais objetivos que os expressem, tais como tamanho da abertura do olho,
curvatura corporal, bem como o treinamento da equipe envolvida em identificar essas
alteracoes.

Historicamente, os modelos de irradiagcdo usavam a DL50 (a dose na qual cinquenta
por cento morrerdo em trinta dias), a morte e o estado moribundo do animal como ponto
final humanitario a fim de determinar a eficacia da dose em questao, mas atualmente outros
critérios sdo considerados para a realizagao do ponto final humanitario antes mesmo do
aparecimento de sinais de dor e desconforto do animal (NUNAMAKER et al., 2013).

Uma das primeiras sugestdes de monitoramento dos animais foi desenvolvida
por Cooke e colaboradores (1996) e tinha como proposta o rastreamento dos seguintes
parametros clinicos: perda de peso, postura, atividade, textura do pelo e integridade da pele.
Varios outros sistemas de monitoramento foram propostos desde entéo, utilizando modelos
experimentais em roedores, tais como estudos de distresse, cancer e da experiéncia
adquirida na observagdo do comportamento de roedores apds a irradiagdo, mas foi
Nunamaker e colaboradores (2013) que aprimoraram as tabelas existentes para o modelo
de irradiagcdo e denominaram de sistema de pontuagéo observacional na gaiola (Cageside
Observational Scoring System). Nessa proposta, a observacdo do comportamento dos
animais é feita através da manutencéo dos animais dentro das gaiolas sem que elas
sejam abertas. Os critérios como postura, aparéncia dos olhos e nivel de atividade foram
observados e receberam uma pontuagéo de 0 a 3 para cada um desses critérios, sendo 0
considerado o comportamento usual/normal do animal e 3 0 comportamento mais atipico.

Outra proposta de pontuagdo foi denominada de Sistema de Pontuagdo de
Intervengé@o Murina (Mouse Intervention Scoring System - MISS), sendo um sistema de
monitoramento individual, o que torna as medidas de intervencao precoces e rapidas. Esse
sistema passou por fases de aprimoramento e encontra-se na versao 3 (MISS 3), e, além
de avaliar os sinais clinicos, também estabelece os critérios de prognéstico e desfecho.
Esse modelo de avaliacdo foi a proposta mais bem-sucedida em aferir critérios clinicos
que identifiquem a dor e o desconforto animal. O sistema MISS, que é o padrdo ouro a
ser seguido, inclui parametros de observacéo que devem ser checados regularmente, se
possivel mais de uma vez ao dia, dependendo do protocolo de irradia¢do. Esses parametros

incluem: curvatura, caracteristicas dos pelos, perda de peso, diarreia, aparéncia do animal
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(pele, olhos, mucosa), caracteristicas relacionadas a respiragdo, comportamento em geral
e provocado (mobilidade, ataxia) (KOCH et al., 2016).

Dentre todos os critérios avaliados na tabela MISS, vale destacar o monitoramento
do peso. No trabalho de Koch e colaboradores (2016), foi observado que o monitoramento
do peso de forma sistematica, todos os dias, € um bom critério a ser utilizado, pois ajuda
a prever de forma mais precisa o desfecho do animal, bem como intervenc¢des precoces
que venham garantir o seu bem-estar. Em contrapartida, Nunamaker e colaboradores
(2013) mensuravam 0 peso uma vez por semana, e, apesar de ter sido observado um valor
preditivo positivo de morte relacionada a variavel perda de peso quando esta oscilava de
15-20%, o grande intervalo de monitoramento n&o contribuiu para a redu¢do no numero de
animais que vieram a 6bito. Desta forma, o monitoramento diario dos animais irradiados
permite um refinamento dos dados, com interven¢des precoces, que garantam a sobrevida
dos animais, bem como o estabelecimento de um novo critério de corte para perda de peso.

Os animais irradiados conseguem sobreviver mesmo com perda de peso de cerca
de 20%, visto que a desidratacdo pos-irradiacao ja contribui com cerca de 10% da perda de
peso. Animais com perda de peso acima de 20% podem recuperar o0 peso inicial entre 10 a
14 dias ap6s o TMO (DURAN-STRUUCK; DYSKO, 2009). Além do monitoramento diario da
perda de peso corporal, a temperatura corporal pode ser um fator preditivo de morte animal
com sua diminui¢do de 35 + 3°C para 29 + 6°C (observada dentro de 1-2 dias antes do 6bito
ou eutanasia) (KOCH et al., 2016).

Além do sistema MISS, ha um outro sistema que combina os sinais clinicos com
parametros laboratoriais, tais como contagem total de células do sangue periférico e o
perfil de linhagens hematopoiéticas, além do perfil de expresséo de proteinas responsivas
a radiacéo (ligante de Fli-3, interleucina-6, fator estimulador de colénias de granulécitos
G-CSF, trombopoietina, eritropoietina e amiloide A sérica) (OSSETROVA et al., 2014; 2016).

Critérios histopatol6gicos também podem ser importantes instrumentos de analise,
entretanto esse pardmetro ndo permite o acompanhamento do animal ao longo do
experimento, pois necessita do estudo do 6rgdo através de técnicas histolégicas, o que
requer a finalizagdo do experimento e eutanasia do animal. Desta forma, outros sistemas
de monitoramento que permitam o acompanhamento in vivo estao sendo cada vez mais
utilizados. Em geral, esses sistemas utilizam marcadores fluorescentes como forma de
acompanhamento, como, por exemplo, 0 monitoramento das células injetadas através de
proteinas fluorescentes (REDDY et al., 2008).

Na busca em aperfeicoar o Sistema de Pontuagédo MISS 3 para o estudo de TMO,
foram elencados outros critérios que compreendemos ser importantes para uma melhor
acuracia e previsibilidade de morte iminente, disponibilizados na tabela 2 (Sistema de
pontuacdo nas pesquisas com Irradiacdo e Transplante de Medula Ossea do Centro de
Experimentagéo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz).
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Dias de sobrevivéncia apos a irradiacao diaria (100r/Dia)

Fémea Macho
Linhagem Tempo médio Tempo médio Fonte
129/J 33,03 (+8,58) 34,79 (8,28) Roderick, 1963
MA/J 31,50 (+4,93) 30,50 (+9,12) Roderick, 1963
SJLA 29,68 (1,25) 30,45 (+1,97) Roderick, 1963
SJuwd 28,05 (+0,50) Yuhas; Storer, 1969
STN 29,83 (+4,82) 29,62 (+6,01) Roderick, 1963
P/ 29,73 (7,55) 26,23 (9,18) Roderick, 1963
C58/J 26,44 (3,50) 29,52 (+6,68) Roderick, 1963
MA/MyJ 28,76 (6,82) 26,53 (£9,61) Roderick, 1963
BDP/J 22,78 (5,84) 30,86 (£5,23) Roderick, 1963
C57L/J 22,84 (+1,77) 30,06 (+4,75) Roderick, 1963
SWR/J 23,19 (3,68) 26,38 (+6,17) Roderick, 1963
SWR/J 25,23 (+0,64) Yuhas; Storer, 1969
LPA 23,17 (+5,96) 25,40 (+6,83) Roderick, 1963
C57BR/cdJ 21,48 (3,65) 26,65 (+6,61) Roderick, 1963
C57BR/cdJ 22,40 (+0,70) Yuhas; Storer, 1969
RF/J 22,88 (+4,79) 24,71 (+5,50) Roderick, 1963
RFAJ 23,15 (x0,80) Yuhas; Storer, 1969
C57BL/6J 23,03 (+2,34) 24,58 (+5,76) Roderick, 1963
C57BL/6J 23,90 (+0,50) Yuhas; Storer, 1969
C57BL/10J 22,65 (+1,58) 24,27 (+4,43) Roderick, 1963
C57BL/6JRk-c 21,31 (3,37) 24,08 (6,56) Roderick, 1963
SM/J 21,57 (¢2,59) 20,47 (+2,76) Roderick, 1963
DBA/2J 19,41 (+4,69) 21,65 (£7,11) Roderick, 1963
AKR/J 19,53 (+2,34) 20,59 (+4,37) Roderick, 1963
A 18,84 (+2,85) 21,06 (+4,67) Roderick, 1963
A/J 18,00 (+0,55) Yuhas; Storer, 1969
DBA/1J 19,00 (+3,68) 20,64 (+6,03) Roderick, 1963
A/HeJ 17,23 (£2,37) 19,93 (+2,91) Roderick, 1963
C3HeB/FeJ 17,41 (£2,51) 18,52 (+3,12) Roderick, 1963
C3HeB/FeJ 17,30 (+0,45) Yuhas; Storer, 1969
RIIVANJ 17,88 (+1,41) 18,00 (+1,91) Roderick, 1963
C3H/Hed 17,11 (£3,11) 17,96 (+2,87) Roderick, 1963
BALB/cJ 16,76 (+2,56) 17,00 (+2,12) Roderick, 1963
BALB/cJ 17,87 (+0,44) Yuhas; Storer, 1969
CBA/J 16,55 (+2,60) 16,44 (+2,68) Roderick, 1963
CBA/J 17,87 (x0,40) Yuhas; Storer, 1969

Tabela 1: Tempo de resisténcia a radiagdo em diferentes linhagens murinas frente a irradiacéo diaria
(1Gy) de raios X. Dose: Yukas; Storer — 0,65 Gy/min; Roderick — 0,7 Gy/min.
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Sistema de Pontuacao de Intervencao Murina Adaptado

Perda de peso 10-15%
15-20%
20-25%
=25%" 12

Temperatura Normal
Hipertermia 6
Hipotermia* 12

Frequéncia respiratéria Respiracao normal 0
Respiracao aumentada 6
Respiracao abdominal® 12

Postura Normal 0
Curvatura leve 3
Curvatura moderada 6
Curvatura grave* 12

Abertura dos olhos Olhos abertos > 75% 0
Olhos com abertura entre 50-75% 3
Olhos com abertura entre 25-49% 6
Olhos com abertura < 25%* 12

Caracteristicas dos Pelos | Normal — liso e brilhante 0
Opaco e aspero 8
Auséncia de limpeza e piloeregao* 12

Comportamento geral Mobilidade normal - ativo 0
Mobilidade reduzida 3
Ataxia, marcha vacilante 6
Relutante em se movimentar 9
Incapaz de se movimentar* 12

Aparéncia geral Descarga ocular 3
Palidez em pele e/ou mucosas 6
Cianose em pele e/ou mucosas* 12

Pontuacao total

Pontuacao

<12 Normal

13-27 Monitorar pelo menos 2 vezes ao dia

=28 Eutanasia imediatamente - ou qualquer critério Gnico 12*

Tabela 2: Sistema de pontuacéo para a finalizagdo humanitaria nas pesquisas com Irradiagéo e
Transplante de Medula Ossea do Centro de Experimentagéo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.
Tabela adaptada do Sistema de Pontuagéo de Intervengéo Murina (MISS 3) de Koch et al. (2016) e

Nunamaker (2013).
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